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Abstract
Campylobacterj juni is a curved-rodshapedbacteria,non-spore,microaerophilicGram-negativeand
motile.It iscommonlyfoundinthefecesofanimals.Theygrowatatemperatureof37-42°C andarezoonotic
causingadiseasecalledcampylobacteriosis.Campylobacterj juninaturallypresentsinthechickendigestive
tractanddoesnotcauseanydiseases.However,chickencarcassescontaminatedwiththisbacteriareclosely
relatedtothetheincidenceof campylobacteriosisinhumans.Casesofhumancampylobacteriosisprimarily
causedby Campylobacterjejuni contaminationon chickencarcasses.During the cuttingprocess,
Campylobacterj juni will beableto spreadto thechickencarcasses.Alternativeapproachfor detecting
Campylobacterj junicontaminationfchickenproductsi byusingpolymerasechainreaction(PCR)method.
Therefore,to determinediagnosisof animaldiseasesin relationto theveterinarypublichealthdueto
Campylobacterj juni is by applyingPCR withforwardprimer:5'-TGACGCTAGTGTTGTAGGAG-3and
reverseprimer:5'-CCATCATCGCTAAGTGCAAC-3'.ThePCR primerscanamplifyDNA Campylobacter
jejuniaslongas402bp.ThePCRmethodisamolecularlaboratoryapproachwhichissensitive,specific,rapid
andaccuratefordeterminingdiagnosisofcampylobacteriosis.
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Abstrak
Campylobacterjejuni adalahbakteriyangberbentukbatanglengkung,non-spora,Gram-negatif
mikroaerofilikdanmotil.Bakteritersebut,padaumumnya,ditemukandikotoranhewandantumbuhpadasuhu
37-42°C.Campylobacterj junibersifatzoonotik,menyebabkanpenyakityangdisebutcampylobacteriosisdan
telahme1uaskeberbagainegara.Campylobacterj junisecaralamiadadalamsaluranpencernaanyamdan
tidakmenyebabkanpenyakit,tetapikontaminasikarkasayamolehbakteritersebuteratkaitannyadengan
campylobacteriosispadamanusiaKasuscampylobacteriosispadamanusiapadaumumnyadisebabkanoleh
adanyakontaminasiCampylobacterj junipadakarkasayam.Se1amaprosespemotongan,Campylobacter
jejuniakandapatmenyebarkekarkasayam.MetodealternatifuntukmendeteksiCampylobacterj junisebagai
bakteriyangmampumengkontaminasiprodukayamadalahmenggunakanmetodepolymerasechainreaction
(PCR), sehinggauntukpeneguhandiagnosapenyakithewanyangerathubungannyadengankesehatan
masyarakatveteriner,terutamayangdisebabkanolehCampylobacterj juniperludiaplikasikanPCR dengan
primer Forward: 5'-TGACGCTAGTGTTGTAGGAG-3 dan primer Reverse: 5'-
CCATCATCGCTAAGTGCAAC-3'.PrimerPCR tersebutdapatmengamplifikasiDNA campylobacterj juni
sepanjangpitaDNA 402bp.MetodePCR merupakanmetodeuji laboratorikmolekuleryangsensitifdan
spesifik,cepatdanakuratuntukmenentukandiagnosacampylobacteriosis.
Kata kunci:Campylobacterjejuni,karkasayam,zoonotik,PCR, pitaDNA 402bp
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Pendahuluan
Campylobacterj juniadalahspesiesbakteria
berbentuklengkung,batang,non-spora,Gram-
negatifdanbersifatmotil.Padaumumnya,bakteria
tersebutditemukandikotoranhewan,tumbuhpada
suhu37-42°C(Carteretal., 2004).Bakteriaini
bersifatzoonosisdanmenyebabkanpenyakityang
disebutdengancampylobacteriosis.Gastroenteritis
padamanusiadiduniasalahsatunyajugadisebabkan
olehbakteriatersebut.Keracunanmakananyang
disebabkanoleh spesiesCampylobacterdapat
menimbulkanpenyakit,tetapi sangatjarang
mengakibatkankematian(Adenkunletal.,2009).
Penyakitini berhubungandenganGuillain-Barre
syndrome(GBS),yangbiasanyaberkembangdua
sampai tiga bulan setelah infeksi. Faktor
virulensinyameliputiadhesin,endotoxin,cytotoxin,
danenterotoxin.Penyakityanginvasifdidukung
olehflagelladanadhesin,dimanadiikutidengan
kolonisasibakteri.LebihdariituC.jejunimampu
hidup pada fagosom(Carter et al., 2004).
Lipopolisakaridamerupakanendotoksinyang
poten.Enterotoxinyangdihasilkanmiripdengan
toksinkolerayangmengaktifkandenylatecyclase,
sehinggameningkatkanCAMP intraseluler
(Vandamme,2000;On,200I).
Campylobacterj junisecara lamiadadalam
saluranpencernaanyam.Gejalaklinistidakterlihat
meskipuninvasibakteriini terjadipadaorgan
internalayam(Berryetal.,1988;Youngetal.,1999;
Knudsenetal.,2006;).Bakteriini diperlukandalam
jumlah besaruntukdapatmenimbulkanpenyakit
padaayamyangterinfeksidandapatdiisolasidari
swabkloakadan fesesdalamperiodeyang lama
(Sahinetal.,2003).Sumberterjadinyainfeksipada
187
--
ayamdapatterjadidenganbeberapacara,yaitu
mulaidariinfeksidayoldchick(DOC)sampaipada
ayamdewasa,kontaminasipakandankontaminasi
air(Zang,2008).Campylobacterj junipadaayam
terdapatdidalamselepiteliadanselmonokuleardari
laminapropriayangdapatmenyebabkanjejenum
dan ileum rusak parah. Pada umumnya
Campylobacterpada unggas(ayam,kalkun)
menyebabkangejalasubklinis,ditandaidengan
turunnyaproduksitelursecaradrastis,kurus,kering,
layu(shriveled),pialbersisik(scalycombs),tidak
berdayadanmenyendiri(Neiletal., 1984;Lamet
al., 1992).Pada pemeriksaanhistopatologis
ditemukanperdarahandandaerah-daerahnekrotik
dalamjaringanhati,ascitesdanhydropericardium,
ginjal pucat dan membesar (Welkos,
1984).Campylobacteriosisbia anyamenyebabkan
infeksiintestinalakibatmengkonsumsimakanan
yangterkontaminasidenganCampylobacterj juni.
Gejalayangtimbulakibatpenyakitniadalahberupa
sakitkepala,demam,gangguansaluranpencernaan
sepertimual,muntah,sakitperut,dandiareyang
seringdisertaidengandarah,bahkanmenyerangotot
yang menimbulkannyeri otot. Bakteri ini
merupakansalahsatupenyebabterjadinyaGuillain
barresyndromepadakondisitertentuyangberkaitan
dengansistemimun(Blaser,1997;Altekruse.,1999;
SkirrowandBlaser,2000).
Campylobacterjejuni pada ayam tidak
menyebabkanpenyakittetapikejadiankontaminasi
karkasayamolehbakterini cukuptinggiyang
mengakibatkancampylobacteriosispadamanusia
(Altekrusetal., 1999).Kasuscampylobacteriosis
padamanusiadisebabkanolehadanyakontaminasi
C. jejuni pada karkasayam. Selamaproses
pemotonganbakteriC. jejuni akanmenyebarke
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karkasayam.KontaminasiC.jejunipadaayamtelah
dilaporkandi beberapanegarapadaprodukayam
(Wangetal.,1999;Hazelegertal.,1994;Katzavet
al., 2008).Karkasayamyangdijualdi pasaran
terkontaminasiolehC.jejunidapatdibuktikandari
hasilpegujiandenganmetodePCRpadasampelair
cucian(Wintersetal.,1995).IsolasiCampylobacter
padaairminumdanlingkunganlokasipariwisata
jugapemahdilaporkanakibatadanyakontaminasi
olehcampylobactersebut(Moore,2001).
Pengujianyangpemahdilakukandi BPPV
Regional III, Lampung adalah isolasi dan
identifikasiecarakonvensionaldenganmengkultur
bakteri tesebut. Isolasi dan identifikasi
membutuhkanwaktu yang lebih lama dan
membutuhkantenagateknisyangtrampildalam
melakukankulturbakteri.Pengembanganmetode
ini dilakukan supaya pengujian terhadap
Campylobacterj junidapatdilakukansecaracepat
danakurat.MetodePCR ini digunakansebagai
metodeujiuntukidentifikasiCampylobacterj juni
yangmerupakanagenkontaminasipadakarkas
ayamyang dapatmenimbulkanpenyakitpada
manusia. Monitoring dan survailans agen
kontaminasikarkasayamdi wilayahkerjaBPPV
RegionalIII, LampungdigunakanmetodeujiPCR,
sehinggahasilyangdiperolehlebihcepatdanakurat
dandapatmendukungprogrampemerintahdalam
penyediaanbahanasalhewanyangASUH.
MateridanMetode
Materiyangdigunakanantaralain: sampel
berupadagingayam,air bilasanmencucidaging
ayam,danairdisekitarpetemakanmaupunRumah
PotongAyam(RPA),Purelink™viralRNAIDNA
--
minikit,alkoholabsolut,loadingdye,DNA ladder
100bp, Sybr safedanTAE Ix. Reagenyang
digunakanuntukamplifikasimenggunakanreagen
produkInvitrogendenganlabelPlatinumBlue.Pada
metode identifikasi Campylobacterjejuni
digunakan primer forward: 5'-
TGACGCTAGTGTTGTAGGAG-3danreverse:5'-
CCATCATCGCTAAGTGCAAC-3'(Wanget al.,
1999).
Ekstraksi DNA dilakukan dengan
menggunakanPurelinkViralRNA/DNAminikit.
Proseduryangdigunakansesuaidenganpetunjuk
pabrik(Invitrogen).Sampelberupadagingayam,air
bilasanmencucidagingayam,danair di sekitar
petemakanmaupunRumahPotongAyam(RPA)
yangtelahdibuatsuspensisebanyak 200 III
ditambahdengan 200 III lysisbufferdan25111
ProteinaseK kemudiandicampurkandidalamtube
1,5ml.Suspensitersebutdivortexdandiinkubasikan
pada suhu 56° C selama15 menit dengan
memasukkandalamwaterbath.Suspensiditambah
dengan250III alcoholabsolutedandiinkubasikan
pada suhu ruang selama5 menit. Suspensi
dipindahkankedalamspincolumndandisentrifuse
dengankecepatan10.000rpmpadasuhu4_8°C
selama1 menit.Collectiontube digantidan
ditambahkan500III washbufferI padaspincolumn
kemudiandisentrifusdengankecepatan10.000rpm
padasuhu4-8°CselamaI menit.Cairanpada
colection tube dibuang. Collection tube
ditambahkan500III washbufferII. Collectiontube
disentrifugasidengankecepatan10.000rpmpada
suhu4-8°Cselama1menit.Collectiontubediganti
kemudiandisentrifusdengankecepatan10.000rpm
padasuhu4_8°C selama1menit.Collectiontube
digantidenganrecoverytubeukuran1,5mi dan
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ditambahkan50 III nucleasefree water(NFW).
RecoverytubeyangberisiNFWdiinkubasikanpada
suhu ruangselamaI menit. Larutantersebut
disentrifused ngankecepatan12.000rpmpadasuhu
4-SoC selama1menit.Spincolumndibuangdan
diberilabelpadatube.DNA yangdiperolehdapat
langsungsegeradiamplifikasiataudisimpandalam
freezer-20°C/-SO°C.
MetodeyangdigunakanadalahOneStepPCR.
Adapun formulasi untuk master mix yang
digunakan:PCR mix21 Ill, primerforward1Ill,
primerreverseI IIIdantemplateDNA2 Ill.Program
amplifikasiDNA yangdigunakanadalahadalah
sebagaiberikut: denaturasiawalpadasuhu95°C
selama10menitsebanyak1x siklus,selanjutnya
padasikluskeduasebanyak30xsiklus,antaralain
denaturasipadasuhu95°Cselama15detik,tahapan
annealingpadasuhu55°C selama15detikdan
elongasipadasuhun° Cselama1menit.Padasiklus
ketigasebanyak1x yaituelongasiakhirpadasuhu
n° C selama4 menit.ProdukPCR yangdiperoleh
dilanjutkanvisualisasidenganelektroforesisDNA
yangdilakukanpadagel agarose1,5% dengan
pewamaansybrsafedalamlarutanTBE bufferIx.
Larutantersebutdididihkandi dalammicrowave
dalamgelasErlenmeyerukuran100ml. Larutan
ditambahdengan10IIIsybrsafe.Agarosedituangke
dalamchamberelectrophoresisyangtelahdipasangi
sisirlarutan.Agaroseakanmengeras(berbentukgel)
setelah20menit.Selanjutnya,sisirdiambilsehingga
terbentuksumuranpada gel agarose.Larutan
trisboricEDTA (TBE) dituangke dalamalat
elektroforesis.ProdukPCRsebanyak5 III dicampur
dengan1,5III loadingbuffer.Suspensiebanyak6,5
IS9
III tersebutdimasukkanke masing-masingsumur
padagelagarose.Sumuranterakhirdiisidengan5III
penandamolekuler (DNA ladder 100 bp).
Elektroforesisdijalankanpadavoltase 125volt
selama25 menit.Gel produkamplifikasiPCR
divisualisasikandi atasUV transilluminatordan
hasilnyadidokumentasikande gankamera.
HasHdan Pembahasan
Elektroforesisdilakukandenganmenggunakan
agargelkonsentrasi1,5%selama25menit dengan
daya125volt400ampere.Primeryangdigunakan
dapatmengamplifikasigenORF1. Primerini di
desainspesifikpadadaerahyangconserveyang
membedakandenganbakteriyang lain. Hasil
visualisasi menunjukkan produk DNA
Campylobacterjejuni menggunakanprimerini
adalahsepanjang402bppadaposisiasamaminoke
574-975padagenORFI dariparsialgenome.Hasil
elektoforesisdapatdilihatpadaGambar1,terlihat
adanyabandpadaisolatsampelapanganyang
sejajardenganbandpadakontrolpositifsepanjang
402bp.
Selamaini identifikasiCampylobacterj juni
padabahanasalhewankhususnyadalamhal ini
dagingayamdilakukandengankulturterhadap
bakteritersebut,namunmemerlukanwaktuyang
lamadanperlakuankhususdenganmediakhusus.
Semakinberkembangnyakemajuanteknologiperlu
adanyauji pendukungyang lebih cepatdan
mempunyaitingkatsensitifitasdanspesifisitasyang
tinggi sehinggahasil uji dapatdipertanggung
jawabkan.
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Gambar1.Hasi1amplifikasiDNA Campylobacterjejuni.
Keterangan:
M: Marker
A :ATCC(K+)
B :Isolatdarisampellapangan
C : K-
D :NTC
Teknik polimerasechain reaction(PCR)
dipakaisebagaisalahsatumetodeuji alternatif
karenahasilnyacepat,akurat,spesifikdansensitif
(Hazelegertal.,1994;Wintersetal.,1995;Wanget
al., 1999;Katzaveta!.,2008).Penggunaanprimer
yangspesifikpadagentertentumenjadikanujiPCR
mempunyaitingkatspesifisitasdansensitifitasyang
tinggisehinggahasildiagnosamenjadilebihakurat
terhadapsuatuantigentertentuyangdalamhalini
adalahCampylobacterjejuni.
Pengujian dengan pendekatanbiologi
moleku1ersepertiteknikPCR sekarangini mulai
dikembangkandandipakaidi BPPV RegionalIII,
Lampunguntukmendeteksiagenpenyakitsecara
langsungmaupunyangmengkontaminasibahan
asalhewan.DenganmenggunakanujiPCR,primer
spesifikyangdigunakandapatmengamplifikasi
DNACampylobacterjejuni sepanjang402bp.
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